Étude de l'interaction CCL20/CCR6 et de son rôle dans l'homéostasis des lymphocytes T by Corneau, Sophie
3 )t.
Université de Montréal
Étude de l’ïnteraction CCL2O/CCR6 et de son rôle dans
l’homéostasïe des lymphocytes T.
Par:
Sophie CORNEAU
Département de Médecine, Sciences biomédicales
Faculté de Médecine
Mémoire présenté à la Faculté des études supérieures
en vue de l’obtention du grade de
Maître ès Sciences (M. Sc.)
en Sciences biomédicales
Avril 2003
©, Sophie Corneau, 2003 (
\I’]
î!
LL
/j
)
Université
de Montréal
Direction des bibliothèques
AVIS
L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author cf this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any Ioss of
content from the document.
uUniversité de Montréal
Faculté des études supérieutes
Ce mémoire intitulé:
Etude de l’interaction CCL2OICCR6 et de son rôle dans
l’homéostasie des lymphocytes T.
Présenté par:
Sophie CORNEAU
A été évalué par un jury composé des personnes suivantes:
Nathalie Labrecque: Président rapporteur
Claude Perreault: Directeur de recherche
Réjean Lapointe: Membre du jury
111
Résumé
La souris LckOM présente un développement T extra-thymique au niveau
des ganglions mésentériques et ceux-ci ressemblent alors beaucoup plus à
un thymus qu’à un ganglion. Ceci en fait un modèle de choix pour étudier
quels sont les facteurs impliqués dans le développement des thymocytes.
Afin de déterminer si une chémokine pouvait être responsable du phénotype
observé chez la souris LckOM, nous avons quantifié l’expression de 19
chémokines et récepteurs dans les organes lymphoïdes de souris normales
et LckOM. Seule l’expression de CCL2O est fortement augmentée dans les
ganglions de la souris LckOM, suggérant que cette molécule puisse être
impliquée dans le développement des lymphocytes à cet endroit. Nous
avons donc approfondi l’étude de l’expression de celle chémokine et nous
avons remarqué que les transcrits de CCL2O sont présents dans les organes
cutanéo-muqueux ainsi que dans te thymus normal. L’expression de CCL2O
dans les tissus d’une souris CCR6’ est similaire à celle d’une souris
normale, à l’exception des intestins. Nous avons alors voulu étudier plus en
détail les interactions de CCL2O avec son récepteur CCR6. Lorsque nous
avons reconstitué le système immunitaire de souris B6 avec un mélange égal
de progéniteurs d’origine CCR6 et CCROE’, ces derniers semblent posséder
un avantage d’ensemencement de la moelle ou de prolifération. Lors
d’études de chémotaxie, nous démontrons que les thymocytes d’origine
CCROE’ sont capables de migrer sous l’effet de CCL2O, tout comme les
lymphocytes provenant d’une souris normale. Ces résultats suggèrent
l’existence d’un récepteur fonctionnel autre que CCR6 pour CCL2O. Par
ailleurs, les cellules T CD4CD62L1° d’une souris CCR6’ prolifèrent moins
que celles d’une souris B6. La proportion de cette population de cellules T
CD4 mémoires est aussi plus faible dans les ganglions périphériques d’une
souris CCR6’. Ces résultats démontrent que CCL2O est la première
molécule pouvant spécifiquement augmenter la prolifération des cellules T
CD4 mémoires via son interaction avec le récepteur CCR6.
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Su mma ry
With this study, we sought ta determine which factors could be involved in
the thymic development of lymphocytes. Ta do so, we have used the LckOM
mice whose lymph noUes are the site 0f a massive extrathymic Uevelopment,
making this organ more «thymus-like». Ta see if a chemokine was
instrumental in the extrathymic T ceil development observed in the LckOM
lymph noUe ([N), we quantified the expression of 19 chemokines and
chemokine receptors in the lymphoid organs of LckOM and normal mice. We
found that only CCL2O was up-regulated in the LckOM LN. By looking at this
chemokine’s transcripts levels in other tissues, we found that CCL2O was
mainly expressed in skin, lung, intestines, B6 thymus and LckOM LN. A
similar expression profile was found in the tissues 0f CCR6’ mice, except for
the intestines were it was significantly lower. We then decided to further
investigate the interactions involving CCL2O and its receptor CCR6. When
we performed experiments on hematopoietic chimeras reconstituted with
equal parts of CCR6 and CCR6’ progenitors, we found that the latter
population has an elusive advantage over CCR6 cells in their proliferation or
in bone marrow seeding. Chemotaxis experiments demonstrated tha
t
thymocytes isolated from CCR6’ mice are able to migrate towards CCL2O
,
as are normal lymphocytes. Those results strongly suggest that CCL2
O
might exert its functions by interacting with another receptor than CC
R6.
Furthermore, we found that CD4+CD62LI0 T ceils of CCR6’ origin prolifera
te
less extensively than those of CCR6 origin. The proportion of this
CD4
memory T ceils was also lower in the perïpheral LN of the CCR6’
mice.
Those resuits demonstrate that CCL2O is the first molecule that
could
specifically regulate the CD4 memory T cell pool in the periphery
via its
interaction with CCR6.
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1- Introduction
1.7) Le thymus
Le thymus est un organe fascinant qui, bien qu’à l’étude depuis plus de 50
ans, n’a pas encore révélé tous ses secrets. Apparu avec l’arrivée du
système immunitaire adaptatif, il est très conservé dans l’évolution chez to
us
les vertébrés à mâchoires. Dans la première année de la vie d’un individu, le
thymus est indispensable à la formation de lymphocytes pouvant reconnaître
et agir contre une multitude de pathogènes. Par contre, la quantité
de
nouveaux lymphocytes naïfs générés par le thymus diminue au fil du temps.
Lors de l’atrophie thymique, la partie fonctionnelle du thymus est peu à peu
remplacée par du tissu fibreux et des graisses. Il y a quelques années
encore, cette involution représentait sans doute un «mal nécessaire»,
permettant à l’organisme une économie d’énergie substantielle. Maintenant
,
à l’heure de la mondialisation, de plus en plus de gens se retrouvent exposés
à des pathogènes que leur organisme n’a pas nécessairement rencontrés
lors du développement actif de leur système immunïtaire Avec l’involution
thymique, la lutte contre ces pathogènes devient donc plus ardue, en
particulier pour les personnes âgées ou immnunocompromises. La
recherche de substituts pouvant restaurer ou remplacer la fonction thymique
est donc une voie d’exploration des plus excitante, permettant au passage de
lever le voile sur certains phénomènes thymiques encore obscurs.
21.2) Le modèle LckOM
Nous possédons un modèle mutin où le fransgène d’une cytokine
inflammatoire, l’oncostatin M, est surexprimé sous te contrôle du promoteur
proximal p56Lck. La surexpression se produit donc uniquement au niveau
des organes lymphoïdes. La souris LckOM ainsi générée présente deux
particularités frappantes: 1) une capacité unique à supporter un
développement extra-thymique massif et 2) l’accumulation de cellules T
matures présentant en grande majorité un phénotype mémoire.1’2’3 Ce
développement extra-thymique est présent uniquement dans les ganglions
lymphatiques de la souris et est indépendant de ta présence d’un thymus.2’3
Cet effet de l’oncostatin M sur le développement de cellules T extra-
thymiques dans le ganglion pourrait en fait représenter l’amplification d’une
voie déjà présente et récemment caractérisée chez des souris nude.4
Contrairement à ce qui a déjà été observé pour les cellules T intraépithéliales
intestinales (un autre modèle de développement extra-thymique)5, tes
proportions des divers compartiments lymphocytaires présents à l’intérieur
du ganglion mésentérique LckOM (double négatifs, double positifs et simple
positifs) sont remarquabtement similaires à celles que l’on retrouve dans un
thymus normal.3 De plus, ces cellules T matures qui s’accumulent en grande
quantité peuvent être considérées comme étant fonctionnelles puisqu’elles
possèdent la capacité de rejeter des cellules tumorales allogéniques2
Cependant, à l’instar du thymus, les facteurs responsables du recrutement et
du développement des progéniteurs T à l’intérieur du ganglion mésentérique
3de la souris LckQM, demeurent encore inconnus. Toutefois, nous croyons
qu’il pourrait s’agir des mêmes facteurs dans les deux cas. Ainsi,
l’élucidation de ces facteurs chez notre modèle LckOM pourrait révéler
l’existence de cibles potentielles permettant d’améliorer et/ou de remplacer la
fonction thymique réduite chez des individus âgés ou immunoincompétents.
Cela pourrait aussi permettre de mieux comprendre de quelle façon te
développement et l’homéostasie des cellules T sont régulés.
7.3) Les chémokines: généralités
Étant donné qu’elles sont principalement reconnues pour leurs propriétés
chémoattractantes, nous avons donc considéré les chémokines comme
suspect numéro un dans Je recrutement des progéniteurs au niveau du
ganglion LckOM. Comptant plus de 50 ligands et 19 récepteurs, les
chémokines constituent la famille de cytokines la plus importante à ce jour.
Elles sont devenues le point de mire de nombreuses recherches depuis qu’il
a été démontré que certains récepteurs de chémokines (CCR5 et CXCR4)
pouvaient servir de co-récepteurs facilitant l’entrée du VIH dans les cellules.
Les chémokines sont de petites protéines sécrétées d’environ 8 à 10 kDa à
l’exception de la fractaikine (XCLI) qui possède un domaine
transmembranaire6 Elles sont caractérisées par la présence de quatre
résidus cystéines conservés dans leur portion N-terminale. D’ailleurs, c’est
selon la position des deux premiers résidus cystéine conservés que l’on
4classe les chémokines en quatre sous-groupes: CC ou [3(bêta) où les deux
cystéines sont adjacentes, CXC ou o (alpha) où les deux cystéines sont
séparées par un seul acide aminé, CX3C où les deux cystéines sont
séparées par trois acides aminés et finalement XC chez qui la prem
ière
cystéine est absenta Malgré le fait que leur rôle principal consiste à recruter
et veiller au positiohnement adéquat des leucocytes à la manière d’un chef
d’orchestre, elles peuvent aussi être impliquées dans une multitude
de
phénomènes physiologiques7’89. Il est alors possible de diviser les
chémokines selon leur fonction. Elles peuvent être inflammatoires, c’est-é
dite induites dans le cadre d’une réaction immune par des cytokines tell
es
que IL-1 ou TNF-a ou par le LPS. Les chémokines inflammatoires peuvent
être produites par plusieurs types cellulaires comme par exemple les cellules
endothéliales, les cellules stromales ou les leucocytes eux-mêmes. E
lles
sont surtout actives au niveau des neutrophiles et autres cellules du système
immunitaire inn&°’11’12. IL-813, RANTES’4 et IP-1O’5 représentent quelques
membres de ce groupe de chémokines. D’autre part, il existe certain
es
chémokines dites homéostatiques. Dans ce cas, elles sont exprimées de
façon constitutive dans les organes lymphoïdes et participent à la.
compartimentalisation et au maintien de l’équilibre de diverses populat
ions
cellulaires à l’intérieur de ces Organes16. Un bon représentant de ce groupe
est la chémokine CCL21!SLC’7819 produite par les cellules endothéliales
des HEV et par les cellules strornales dans la zone T des ganglions
lymphatiques2°. Celle-ci permet awc lymphocytes portant le récepteur CC
R7
5à leur surface de pouvoir traverser les HEV et ainsi migrer dans les organes
lymphoïdes secondaires.21’2324 CCL25, qui joue possiblement un rôle dans
la régulation du trafic des prothymocytes à l’intérieur du thymus, peut
également être inclus dans ce gràupe. Cependant, cette division n’est pas
absolue et quelques chémokines, comme CCL2O, peuvent se retrouver
dans les deux groupes. Il s’agit donc d’une cible des plus intéressantes et
nous avons décidé d’y accorder un peu plus d’attention.
6Tableau I: Classification fonctionnelle de quelques chémokines et de leurs
récepteurs. Adapté de la référence 26.
Fonction Chémokïnes Récepteurs
MIP-IaICCL3, RANTES!CCL5, MCP- CCR1
t 2ICCL8,_MCP-31 CCL7
MCP-1/CCL2, MCP-2!CCL8, MCP-3ICCL7, CCR2
MCP-4/CCLI 3
MCP-2!CCL8, MCP-3!CCLZ, MCP-4ICCL13, CCR3RANTES/CCL5
‘ Éotaxïne-1 !CCLI 1, Éotaxine-21CCL24,
E Eotaxine-3/CCL26, MIP-J a/CCL3, CCR5
cu j MIP-113/CCL4, RANTES!CCL5, MCP
21CCL8,_MEC/CCL28
1309/CCLI CCR8
MIG/CXCL9, 1P-1O1CXCL7O, 1-TACICXCLI I CXCR3
CXCLI6 CXCR6
FractalkïnelCX3CLl CX3CRI
- TARC/CCLI7, MDC/CCL22 CCR4
\ MIP-3oICCL2O - - CCR6
ELC!CCLI 9 SLCICCL21 CCRZ
: ------- ----•---• .-------:--—-
o. TECK!CCL25 - CCR9
K -
ê’ CTACK!CCL27, 4EC!CCL - CCRI o - -
‘
SDF-IICXCLI2 z-- - CXCR4
-.
BC41CXCL13 :-‘-- CXCR5 -
:-:
,— DC-CKIICCLI8 -=- - Inconnu -Z=
71.4) Les chémokines: CCL2O
CCL2O, aussi appelée LARC27, Exodus ou MlP-3a, est une chémokïne
bien particulière qui a surtout été étudiée chez l’humain. Tout d’abord, le
gène codant pour CCL2O possède 4 exons et 3 introns ce qui représente une
structure non classique pour une bêta chémokine. En effet, les gènes de ces
dernières sont habituellement composés de 3 exons et 2 introns3°. De plus,
le gène de CCL2O est situé sur la bande q35-q36 du chromosome 2 tandis
que la majorité des gènes codant pour les autres bêta chémokines sont
regroupés sur la bande qI 1.2 du chromosome I T27’3°
CCL2O est une petite protéine d’environ 8kDa possédant 96 acides aminés
dont les 26 premiers servent de peptide signal. La protéine mature est donc
constituée de 70 acides aminés. Cependant, un épissage alternatif de l’ARN
messager peut déléter un codon en N-terminal et ainsi générer un isoforme
dont le premier acide aminé est une sérine au lieu d’une alanine. Il a
toutefois été démontré que cet isoforme est tout aussi fonctionnel que la
protéine originale et donc la signification de cet épissage reste encore
inconnue.3° Finalement, CCL2O possède une phénylalanine en position 23
et une alanine en position 28 alors que ces positions sont respectivement
occupées par une tyrosine et une thréonine chez la majorité des autres bêta
chémokines.31 Tous ces faits font que CCL2O ne possède que peu
d’homologie avec les autres membres de son sous-groupe (20% à 28%).
Des résultats similaires ont été observés chez la sourïs malgré que la
8séquence en acides aminés entre les protéines mutine et humaine ne montre
que 65% d’identité.31’32 Ces différences se reflètent surtout aux extrémités
N-terminale et C-terminale de la protéine ainsi que dans la boucle suivant le
pont disulfure formé par les acides aminés glycine-9 et phénylalanine-19 de
la protéine humaine (Figure 1). Plusieurs autres formes tronquées de l
protéine, en C-terminal cette fois, ont aussi été identifiées chez l’humain.
Chez l’humain, l’ARN messager de CCL2O a été détecté par Northern blot
dans les poumons, le thymus, les ganglions périphériques, les intestins, le
foie foetal, la prostate, les testicules ainsi que dans les tissus inflammés
comme les amygdales, l’appendice et les lésions psoriatiques de la peau.
2728,3536,37,38 Certains auteurs on aussi noté une forte expression au niveau
du foie38, d’autres non.36’37 Les cellules épithéliales comme les kératinocytes
constituent la principale source cellulaire de CCL2O mais les cellules
endothéf laies, les ceiJules dendritiques, les fibroblastes, les cellules T et les
monocytes activés peuvent aussi en contenir Chez la souris,
la littérature mentionne que le thymus, l’intestin, le côlon et l’appendice sont
positifs pour l’expression de CCL2O en Norlhern blot. Toutefois, cette
expression peut être induite par le LPS dans les ganglions, la rate, les
poumons et le foie.31’32
Le manque de similitude avec les autres bêta chémokines se reflète aussi au
niveau de la fonction puisque CCL2O n’exerce pas son action
9chémoattractante sut les mêmes types cellulaires. En effet, il e été démontré
que CCL2O attire surtout les cellules dendritiques Immatures37’41, les cellules
B42’ ainsi que les cellules T activées’ mais pas les monocytes27 qui sont
pourtant reconnus comme étant la cible principale des bêta chémokines.
Des rôles possibles dans la régulation constitutive du trafic des cellules de
Langerhans vers la peau ainsi que dans l’adhésion de lymphocytes T
mémoires à ICAM-1 in vitro lui ont aussi été attribués.
Une autre particularité de CCL2O est qu’il s’agit d’une chémokine à la fois
homéostatique et inflammatoire. En effet, bien qu’elle soit exprimée de façon
constitutive dans plusieurs tissus, son expression peut être régulée par
plusieurs cytokines présentes lors d’une réaction inflammatoire, par exemple
TNF-a, IL-1 et IFN-y, tout dépendant du type cellulaire impliqué.’’47’
Cependant, certaines études démontrent que les voies de signalisation
enclenchées sous l’effet de ces cytokines peuvent être différentes. Scapini
et al. ont démontré que des neutrophiles stimulés par le TNF-a peuvent
produire CCL2O et que ce phénomène est modulé négativement par
rinterleukine-1 Il semble que celle augmentation de l’expression de
CCL2O induite par le TNF-a se produise directement lorsque la sous-unité
p65 (RelA) du facteur de transcription NF-KB se lie au promoteur de
CCL2O.5°’51 Par ailleurs, il a été démontré que l’activation de la voie p38
mitogen-activated protein kinase fMAPK) joue un rôle important dans la
régulation tardive de CCL2O médiée par le LPS et I’INF-y.52 De plus, ces
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mêmes auteurs ont montré que le formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine
(fMLP) active rapidement l’expression de CCL2O par la voie extracellular
signal-reguiated kinase (ERK) p42/44 en stabilisant son ARN messager.
Finalement, il semble que CCL2O forme un couple “monogame” avec son
récepteur CCR6, ce qui contraste avec le fait que la majorité des chémokines
sont redondantes, une chémokine pouvant lïer plusieurs récepteurs et un
récepteur pouvant lier plusieurs chémokines.
1.5) Les récepteurs de chémokines: CCR6
À la manière de son ligand, le récepteur CCR6 fait lui aussi bande à part de
son sous-groupe. En effet, le gène codant pour ce récepteur serpentine à 7
domaines transmembranaires se trouve sur la bande q27 du chromosome 6
alors que ceux de la majorité des autres récepteurs à bêta chémokines sont
situés sur la bande p21 du chromosome
3404144• Phylogénétiquement
parlant, CCR6 se trouve ainsi plus près de CXCR1 et CXCR2.
37,41 De plus,
le gène de CCR6 humain comporte 2 exons, contrairement à celui de CCR6
murin et des autres récepteurs à bêta chémokines qui n’en possèdent qu’un,
et code pour une protéine de 367 acides aminés. Par contre, lorsque l’on
compare la protéine CCR6 humaine à la protéine CCR6 murine, cette
dernière possède 8 acides aminés de moins à son extrémité N-terminale et
un de plus à son extrémité C-terminale. Elle possède aussi deux sites
potentiels de N-glycosylation de moins.31
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Que ce soit chez l’humain ou chez la souris, l’ARN messager de CCR6 est
exprimé principalement dans les tissus lymphoïdes, les testicules et le petit
intestin ainsi que chez les lymphocytes B et T et les cellules dendritiques
myéloïdes immatures. Les monocytes et les cellules NK n’expriment
pas ce récepteur mais ii semble que les cellules NKT peu cytotoxiques
contiennent des transcrits de CCR6.M L’expression de ce récepteur serait
plus forte parmi les cellules CD4 que CD8 ainsi que chez des cellules T
CD4 de souris âgées. Finalement, l’expression de CCR6 au niveau des
centres germinatifs est controversée
Tout comme CCL2O, l’expression de CCR6 peut être régulée par différentes
cytokines telles que TGF17, TNF-a, IFN-y et par la PHA Il semble que
la régulation de CCR6 soit un événement tardif et il a été démontré que le
mode d’activation utilisé influence fortement l’expression du récepteur à la
surface des celJules Par exemple, l’expression de CCR6 est diminuée: 1)
lors de la maturation pour les cellules dendritiques6° et 2) après
l’engagement du TCR pour les cellules 1.61 Par ailleurs, l’expression de
CCR6 semble plus susceptible d’être régulée à la baisse chez les cellules T
CD8 ce qui suggère une différence fonctionnelle de ce récepteur entre les
cellules CD4 et CD8 En fait, il a été démontré que, chez les CDS,
CCR6 est exprimé uniquement sur les cellules de phénotype mémoire et non
sut les cellules naïves ou effectrices. II a également été démontré que ce
12
récepteur est surtout présent sur des cellules de type Th-1.61’62’
L’expression de CCR6 colocalise avec la molécule d’adhésion LFA-1 et
permet ainsi d’augmenter l’adhésion des cellules T sur les cellules
endothéliales activées. Ceci suggère donc une fonction alternative de ce
récepteur. Un rôle de recrutement séquentiel des cellules dendritiques lui a
aussï été attribué. Finalement, le fait que CCR6 peut se lier aux bêta
défensines67 suggère que ce récepteur peut posséder des propriétés
antimicrobiennes.
Le but premier de ce prolet était tout d’abord de déterminer si une chémokine
pouvait être impliquée dans les étapes précoces de développement extra-
thymique. Après avoir identifié CCL2O comme molécule suspecte, nous
avons voulu examiner sa distribution tissulaire. Ainsi, nous avons remarqué
chez la souris déficiente en CCR6 (CCR6j une expression de CCL2O
presque identique à celle d’une souris normale. Nous avons également
voulu étudier plus en détail le rôle des interactions CCL2OICCR6 dans
l’homéostasie des lymphocytes T. Nous avons ainsi pu déterminer que ces
interactions permettent de réguler la taille du réservoir de cellules T CD4
mémoires en périphérie en favorisant la prolifération de ces cellules.
2- Matériel et méthodes
Animaux
Les souris C57BL16 (B6; normales) et B6.SJLPtprcaPep3b/BoyJ (B6.SJL; Ly
5.lj ont été obtenues chez «The Jackson Laboratory’» (Bar Harbor, ME).
Les souris déficientes en CCR6 (CCR&j ont été gracieusement fournies
par le Dr. S. A. Lira (Schering-Piough Research Instïtute). Les souris
transgénïques LckOM sur fond C57BU6 ont été décrites en détails
précédemment.2’3 Les colonies ont été maintenues et hébergées sous
micro-isolateurs ventilés et stériles dans des conditions spécifiques au centre
de recherche Guy-Bernier selon les standards du Conseil Canadien de
Protection des Animaux.
Quantification de l’expression de l’ARNm par RT-PCR
Pour l’analyse par RT-PCR semi-quantitatif, l’ARN total fut isolé à partir des
différents organes mutins à l’aide du kit RNeasy® pour extraction de l’ARN
total (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada) en suivant les instructions du
manufacturier. Après avoir été traité à la DNase I (Ambion, AustinJX) pour
éliminer tout ADN génomique contaminant, l’ARN total fut divisé en deux
parties: une partie fut inversement transcrite en ADNc et l’autre a subi le
même traitement mais sans l’ajout de l’enzyme transcriptase inverse (pseudo
transcrite). Les ADNc premier brin furent générés en utilisant des
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hexamères aléatoires et la transcriptase inverse M-MLV (Invitrogen,
Burlington, Canada). Les séquences d’intérêt ont ensuite été amplifiées par
PCR dans des réactions contenant l’équivalent de 100 ng d’ARN. Un
marquage radioactif des réactions de PCR fut réalisé en utilisant 2.5 pCi do
32p déoxycytidine-5’-triphosphate (dCTP) et les produits furent séparés par
migration dans un gel de polyacrylamide 5%. Après le séchage du gel, les
produits furent quantïfiés à l’aide d’un Phospholmager (GS-525, Bio-Rad
Laboratories, ON, Canada) et du logiciel Multi-Analyst© (Bio-Rad). Les
réactions de PCR ont été réalisées en triplicata lors d’au moins trois
expériences indépendantes. Aucun produit PCR spécifique n’a été détecté
losque le mélange pseudo-transcrit fut utilisé comme gabarit. Les conditions
de PCR étaient: une dénaturation initiale de 4 min à 94°C, puis 25 à 30
cycles à 94°C pour 30 s, 55°C pour 30 s, 72°C pour 30 s, suivi d’un cycle
d’extension finale à 72°C pour une durée de 10 min. Les contrôles internes
d’ARN ribosomal 18$ «alternate QuantumRNA» avec les compétimères
d’Ambion (Ambion, Austin, TX) ont été utilisés. Le ratio optimal
d’oligonuc]éotides:compétimères 18$ fut déterminé pour chaque gène seion
les instructions du manufacturier et varient entre 1:9, 1:10, 1:11 ou 1:12. Les
oligonucléotides sens et antisens utilisés pour les réactions de RT-PCR sont
indiqués dans le tableau Il à la page suivante.
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Tableau Il: Liste des oligonucléotides utilisés pour les réactions de RT-PCR.
Cible Séquence des oligonucléotides Taille du produit
CCL2 5’-CCC AAT GAG TAG GCT GGA GA-3’ 202 b5’-CCT TAG GGC AGA TGC AGT H-3’ p
CCL4 5’-TGT CTG CCC TCT CTC TCC TC-3’ 201 b5’-GTC TGC CTC iTT TGG TCA GG-3’ p
CCLI7 5’-CCA TCG TGT HC TGA CTG TCC-3’ 250 b5’-HG TGT 1CC CCI GTA GTG CAl-3’ p
CCLI 9 5’-CIC GGC dc TCA GAT TCT TG-3’ 1 69b5’-GTC ACA GAC AGG CAG CAG TC-3’ p
CCL2O 5’-CH GCT 11G GCA TGG GTA CT-3’ 200 b5’-TCA GCG CAC ACA GAI m CI-3’ p
CCL2I 5’- TCC GAG GCT ATA GGA AGC M-3’ 199 b5’-HA GAG GH CCC CGG UC H-3’ p
CCL22 5’- GCC CTC TGG TCA HA GAC ACC TG-3’ 413 b5’—TCG 11G GCA AGG CTC 11G CTG-3’ p
CCL25 5’-GCA ACC TAC GTG CTG TGA GA-3’ 201 b5’-CGC 11G TAC TGT TGG GGT TC-3’ p
CXCLI2 5’-TCC TCT TGC TGT CCA CCI CI-3’ 219 b5’-GGC ACA GH TGG AGT GU GA-3 p
XCLI 5’-GCT GAT CCA GAA CCC W TG-3’ 200 b5’-CAA TGG CII TGG GAA CTG AG-3’ p
CCRI 5’-AGC CTG AAG CAG TGG MG AG-3’ 201 b5’-CAG AH GIA GGG GGT CCA GA-3’ p
CCR2 5’-TGG CTG ICI 11G CCT CTC TA-3’ 200 b5’-CCT ACA GCG W CAG GGT GT-3’ p
CCR4 5’-AIG CCC HA ACA AGC TCC AC-3’ 200 b5’-CAC TCA AGG CCI CAl TGT CA-3’ p
CCR5 5’-GTG m CCC TCI CIC CCA GA-3’ 200 b5’-CGA MC AGG GTG TGG AGA AT-3’ p
CCR6 5’- TAC GCT CCA GM CAC TGA CG-3’ 200 b5’-CCC W GAA CAG CIC CAG TC-3’ p
CCRZ 5’-TGC UC MG MG GAT GTG CGG-3’ 151 b5’- GAG GAA MG GAT GTC TGC CAC G-3’ p
CCR9 5’-CCA IGA TGC CCA CAG MC TC-3’ 660 b5’-TGA CCI TCA GGA TCA AGA CAG C-3’ p
CXCR4 5’-GTC TAT GIG CCC GTC TGG AI-3’ 204 b5’-ACA GGA GAG GAT GAC GAT GO-3’ p
DARC 5’- CM GGG GCT GM GAT AGC AC-3’ 1 90b
______ 5’-GGC UC IGT CAC AH CAG CA-3’ p
Chémotaxie
Tout d’abord, une suspension cellulaire fut obtenue à partir des divers
organes totaux fraîchement prélevés. Les érythrocytes furent éliminés par
lyse hypotonique dans une solution de Tris-NH4CI. Après 2 lavages, les
cellules furent comptées à l’hémacymètre et resuspendues à 30x106
cellules/mL dans une solution de RPMI 1640 contenant 0.5% BSA. Une
partie fut conservée pour caractériser l’échantillon de départ. La protéine
CCL2O murine recombinante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) fut
diluée à des concentrations variant de O à l000ngImL dans le RPMI/ESA et
un volume de 600pL fut pipeté dans le puits du bas d’un appareil Transwell
(Costar #3421). Un filtre de polycarbonate fut déposé sur le puits et 1 OOpL
de la suspension cellulaire fut ajouté dans la chambre du haut ainsi formée et
le tout fut incubé à 37°C15% C02 pour 3-4h. Après la migration, les plaques
furent centrifugées à l800rpm 10 min et les cellules ayant traversé la
membrane et migré dans le puits du bas furent récoltées en prenant soin de
bien laver le dessous du filtre puis elles furent comptées à l’hémacymètre.
Finalement, les cellules ayant migré ainsi que celles de l’échantillon de
départ furent marquées avec divers anticorps selon la méthode standard et
le tout fut analysé par flux cytométrie. La méthode employée fut la même
dans les cas où seules les cellules CD4 furent utilisées. Toutefois la
suspension cellulaire de départ fut préalablement déplétée en cellules B et T
CD8 à l’aide de billes magnétiques anti-B220 et anti-CD8 (Dynal, Oslo,
Norvège) selon les recommandations du fabricant.
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Cytométde en flux
Le marquage de surface a été réalisé tel que décrit précédemment3 et les
cellules ont été analysées à l’aide d’un cytomètre en flux FACScalibut®
(Becton Dickinson, Mountain View, CA) à l’aide du logiciel CellQuest. Les
réactifs suivants ont été obtenus chez BD Biosciences: anti-CD4 conjugué au
PerCP ou à I’APC, antï-CD8 conjugué à t’APC, anti-BrUU, anti-CLA humain,
anti-CD3, anti-CD24 (HSA), anti-CD44, anti-CD62L et anti-Thyl .2 conjugués
au FlIC, antï-CD19, anti-CD44, anti-CD62L, anti-CD69, anti-LPAM et anti
IAb conjugués au PE, anti-Ly 5.1 et anti-Ly 5.2 couplés à la biotine et
streptavidine conjuguée au PE, au PerCP ou à l’APC.
Marquage au BrdU
Le marquage au BrdU fut réalisé tel que décrit par Tough and Sprent69.
Brièvement, suite au marquage de surface, les cellules furent tesuspendues
dans une solution froide de NaCI 0.15 M Elles furent ensuite fixées par
l’ajout goutte à goutte d’éthanol 95% froid, incubées sur glace 30 mm, puis
lavées avec une solution de PBS. Les cellules furent ensuite perméabilisées
pendant 30 min à l’aide d’une solution de PBS contenant 1% de
paraformaldéhyde et OEDi % de Tween 20, centrifugées, puis incubées 30
min avec 50 KU de DNase I (Sigma Chemical Co) dans 0.15 M NaCI et 4.2
mM MgCl2, pH 5. Après avoir été lavées, tes cellules furent incubées 30 min
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avec l’anticorps anti-BrdU conjugué au FITC puis relavées 2 fois avec une
solution de PBS pour finalement être analysées par cytométrie en flux.
Thymectomies
À l’âge de 4 à 5 semaines, les souris furent anesthésiées par injection intra
péritonéate de 75 mglkg de pentobarbita! sodique (Somnotol, MTC
Pharmaceuticals, Cambridge, Ontario, Canada), et le thymus fut aspiré à
l’aide d’une canule introduite au dessus du noeud suprasternal. La
complétion de l’opération fut vérifiée pour chaque animal par inspection
visUelle au moment du sacrifice. Les transplantations furent réalisées au
moins 2 semaines post-opération.
Greffes de moelle osseuse
La moelle osseuse récoltée à partir des fémurs et des tibias des souris
donneuses CCR6 (0MCCR64), B6 (OMCCR6) et LckOM (OMCCR6j
fut déplétée en cellules T à l’aide d’un anticorps monoclonal anti-Thy-1.2
mAb (Cedarlane, Homby, Canada) et en utilisant du sérum de lapin (Low
Tox-M rabbit comp!ement, Cedarlane) comme source de complément.
L’efficacité de la déplétion fut vérifiée par cytométrie en flux. Les chimères
hématopolétiques furent générées en injectant ces cellules de moelle
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osseuse à des souris receveuses (B6) irradiées (10 Gy). Dans le cas de
greffes avec des cellules provenant de donneuses LckOM, les souris
receveuses furent thymectomisées en plus d’être irradiées.
3- Résultats
3.1) Quantification de l’expression de l’ARNm par RT-PCR
Afin de déterminer si une chémokine pouvait effectivement jouer un rôle dans
le développement extra-thymique observé chez la souris LckOM, nous avons
tout d’abord quantifié par RT-PCR l’expression de 10 chémokines et 9
récepteurs de chémokines reconnus pour être exprimés dans les organes
lymphoïdes (Figure 2A). Nous avons choisi de procéder par RT-PCR
puisque cette technique est plus sensible que le Northern blot et cela pouvait
donc nous permettre de détecter de faibles niveaux d’expression le cas
échéant. Ces travaux, réalisés par Gaèl Dulude, nous ont permis d’observer
deux différences significatives entre la souris B6 et la souris LckOM.
Premièrement, l’expression d’une de ces chémokines, CCL2O, est fortement
augmentée dans le ganglion LckOM et dans le thymus B6 comparativement
au ganglion B6 (Figure 2B,C). La spécificité des oligonucléotides utilisés
pour l’amplification de CCL2O fut confirmée par le séquençage des produits
PCR. Deuxièmement, l’expression de CCL25 n’est pas augmentée dans le
ganglion LckOM bien qu’elle soit plus de 100 fois supérieure dans un thymus
normal, toujours en comparant avec le ganglion B6 (Figure 2A). La
comparaison des ganglions B6 et LckOM nous a aussi permis d’observer
une augmentation de 2 à 3 fois des transcrits de CCL2, CCL4, CXCR4 et
CCR9 ainsi qu’une diminution de 6 à 7 fois de ceux de CCL17 et CCL22
(Figure 2A).
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Afin de vérifier que l’expression de CCL2O était augmentée uniquement dans
le ganglion LckOM, nous avons quantifié l’expression de l’ARN messager de
cette chémokine dans plusieurs organes chez la souris LckOM et aussi chez
la souris B6 normale, toujours par RT-PCR (Figure 3). Nous avons trouvé
que l’expression de l’ARNm de CCL2O est surtout présent dans les intestins,
les poumons, la peau, le thymus B6 et plus faiblement dans le foie. Nous ne
remarquons aucune expression de cette chémokine dans le rein, l’estomac,
le coeur, le cerveau et la rate. Aucune différence statistiquement significative
ne fut observée entre l’expression de CCL2O chez les souris B6 et LckOM
excepté au niveau du ganglion LckOM où l’expression est supérieure, tel
qu’observé précédemment (Figure 2). Nous avons aussi mesuré le niveau
d’expression de CCL2O dans les organes de souris déficientes en CCR6, le
seul récepteur connu de CCL2O jusqu’à présent (Figure 3). Le patron
d’expression de CCL2O retrouvé chez la souris CCR6’ est le même que
celui retrouvé chez une souris normale et aucune différence statistiquement
significative ne fut observée entre les deux souris sauf au niveau des
intestins.
3.2) Rôle de CCL2O dans l’homéostasie des cellules T
Afin de déterminer si CCL2O joue un rôle dans le développement extra
thymique des cellules T chez la souris LckOM, nous avons procédé à
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l’analyse de souris chimères hématopoïétiques. Le système immunitaire de
souris receveuses thymectomisées et irradiées a été reconstitué avec un
mélange 50:50 de moelle osseuse T-déplétée provenant de souris
donneuses CCR6OM (Ly5.lj et CCR6’OM (Ly5.fl. Nous avons choisi
de procéder ainsi puisque les essais de compétition représentent l’approche
la plus sensible pour évaluer l’influence d’une molécule quelconque sur le
développement cellulaire7071 De plus, comme l’oncostatin exerce son action
de façon paracrine, les cellules OM et 0M contribuent au développement
extra-thymique de la même manière3 et la capacité de repopulation de ces
cellules peut être comparée directement dans le même individu. Ces
travaux, réalisés par Isabelle Louis, nous ont permis d’observer que la
proportion de cellules CCR6’ retrouvée parmi les cellules de la moelle
osseuse et des ganglions (doubles positifs, CD4 et CD8 simples positifs) est
plus grande que celle des cellules CCR6 (Figure 4A). Ceci signifie donc que
les progéniteurs hématopoïétiques d’origine CCR6’ possèdent un étrange
avantage sur les cellules CCR6 en ce qui concerne leur prolifération et/ou
leur capacité d’ensemencer la moelle. Ces résultats suggèrent aussi que
l’interaction de CCL2O avec CCR6 n’est pas essentielle pour le recrutement
des progéniteurs dans le ganglion LckOM. Cependant, il n’est pas exclu
qu’un autre récepteur puisse prendre le relais à cette étape du
développement extra-thymique.
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Un autre fait intéressant a capté notre attention. En effet, les splénocytes
CD4 de ces chimères sont enrichis en cellules d’origine CCR6, mais pas
les CD8 (Figure 4A). Il apparaît donc possible que les interactions
CCL2O/CCR6 soient en mesure de réguler la taille du réservoir de cellules T
CD4 dans la rate d’une souris en présence d’oncostatin. Nous avons donc
voulu vérifier si ce phénomène pouvait aussi se produire dans un
environnement dépourvu d’oncostatin, c’est-à-dire au niveau des organes
lymphoïdes secondaires (rate et ganglions lymphatiques) d’une souris non
ttansgénique pour l’oncostatin. Nous avons employé la même méthode que
précédemment mais cette fois-ci, des receveuses normales euthymiques et
irradiées furent reconstituées avec un mélange 50:50 de moelle osseuse T
déplétée provenant de souris donneuses OMCCR6 (Ly5.1) et OMCCR6’
(Ly5.fl. Les résultats obtenus ici correspondent à ceux mentionnés plus
haut. Les cellules d’origine CCR6’ sont plus abondantes que celles
d’origine CCR6 dans la moelle osseuse et Je thymus et on remarque un
enrichissement sélectif des cellules T CD4 d’origine CCR6 dans la rate
(Figure 4B). Donc il est probable que les interactions via CCR6 régulent
l’abondance des cellules T CD4 dans les organes lymphoïdes secondaires
et ce, indépendamment de leur origine thymique ou extra-thymique. Ceci
soulève donc deux hypothèses. Les interactions entre CCL2O (produit par
les cellules stromales)72 et CCR6 à la surface des cellules T CD4 1)
favorisent la survie et/ou l’expansion de ces cellules en périphérie ou 2)
favorisent l’émigration de ces cellules des organes lymphoïdes primai
res
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vers la périphérie. Le fait que les cellules CD4 d’origine CCR6 déficiente ne
s’accumulent pas dans les organes lymphoïdes primaires est un fort
argument en défaveur de cette dernière hypothèse.
3.3) Réponse à CCL2O
La littérature ne fournissant que peu de données à ce sujet, nous avons
voulu évaluer la réponse à CCL2O par des lymphocytes provenant d’une
souris normale. Par ailleurs, les résultats obtenus à partir des expériences
mentionnées dans la section précédente (Figure 4 A,B) viennent remettre en
doute la question de la monogamie entre le couple formé par CCL2O et son
récepteur, CCR6. Afin de vérifier la contribution de CCR6 à la réponse de
cellules d’origine B6, nous avons comparé cette réponse avec celle de
cellules d’origine CCR6’ (Figure 5). Pour ce faire, nous avons effectué des
essais de chémotaxie à l’aide de chambres Transwell et nous avons analysé
la proportion et le phénotype des cellules capables de traverser la membrane
sous l’effet de diverses concentrations de CCL2O. Le pourcentage de
migration observé fut calculé en fonction du nombre de cellules de chacune
des sous-population et non en fonction du nombre total de cellules de
chaque organe. En ce qui concerne les cellules des organes lymphoïdes
secondaires (rate et ganglions lymphatiques; Figure 5 B,C), nous observons
une faible migration des cellules d’origine B6, mis à part les cellules B. En ce
qui concerne le thymus B6, les résultats indiquent une migration de tous les
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types cellulaires avec un pic de réponse se situant à une concentration de
lOOnM de CCL2O. Nous remarquons aussi que, parmi les lymphocytes T
isolés à partir d’un thymus normal, il semble que les cellules T CD4 migrent
davantage que les autres types cellulaires. Cette observation n’est toutefois
pas statistiquement significative. En ce qui concerne la souris CCR6, nous
avons observé une absence de migration des cellules isolées à partir des
ganglions lymphatiques et de la rate de ces souris. Toutefois, la grande
surprise fut le résultat obtenu pour les thymocytes provenant de la souris
déficiente en CCR6. En effet, nous remarquons pour ces cellules un profil de
migration similaire à celui observé pour des thymocytes normaux, bien que
dans des proportions un peu plus faibles. De plus, le pic de réponse pour les
cellules CCR6’ se situe à lOnM de CCL2O, ce qui signifie que ces cellules
nécessitent 10 fois moins de chémokine pour produire sensiblement la même
réponse que des cellules normales. Cela laisse envisager une réponse plus
rapide et/ou plus spécifique. De même, ces résultats suggèrent la présence
d’un récepteur fonctionnel autre que CCR6, du moins au niveau du thymus
d’une souris CCR6’. Par contre, l’absence de migration à des
concentrations de CCL2O plus élevées que lOnM pour les cellules CCR6’
pourrait être due à une désensibilisation plus rapide.
Par la suite, nous avons voulu vérifier s’il y avait une sous-population
particulière qui était responsable de la migration préférentielle observée au
niveau des cellules CD4 thymiques. Comme précédemment, nous avons
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procédé par essais Transwell mais cette fois-ci en utilisant des marqueurs de
maturation/activation puisque certaines études réalisées chez l’humain
démontrent que les réponses à CCL2O sont limitées aux cellules
mémoires/activées.4459 Nous avons choisi le marqueur HSA puisque les
thymocytes immatures l’expriment fortement et que son expression est
perdue avec la maturation. Nous avons également choisi CD69 puisque
c’est un marqueur d’activation précoce qui est présent sur les thymocytes en
sélection positive. Ce marqueur a aussi été choisi parce que nous nous
sommes demandé si le processus de sélection dans le thymus pouvait
suffisamment activer les cellules au point où elles pourraient devenir
sensibles à CCL2O. Les résultats obtenus (Figure 6) montrent que l’action
chémoattractante exercée par CCL2O sur les sous-populations HSACD69,
HSACD69 et HSKCD69 n’est pas statistiquement différente (Figure 6A)
bien qu’elle semble plus élevée pour les deux premières qui représentent
respectivement les thymocytes très immatures et les thymocytes matures
prêts à sortir du thymus. Nous avons aussi caractérisé les réponses
obtenues à partir de lymphocytes isolés la rate et des ganglions
lymphatiques en utilisant le marqueur CD44. Les résultats obtenus montrent
qu’en périphérie, les cellules CD4 répondant à CCL2O sont majoritairement
CD44”, c’est-à-dire de phénotype mémoire/activé (Figure 6 B,C).
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3.4) Étude des lymphocytes T CD4 mémoires
Comme nous n’observons pas une absence totale de cellules CD4+ d’origine
CCR6’ dans la rate des chimères et comme il a été démontré que
l’expression de CCR6 à la surface des cellules T se situe principalement sur
les cellules de phénotype mémoire, nous pensons que seules ces cellules
pourraient être affectées par l’absence de CCR6. Nous avons donc voulu
vérifier si des lymphocytes T CD4+ mémoires se comportaient de façon
différente en absence d’interaction CCL2O/CCR6. Pour ce faire, nous avons
tout d’abord isolé les lymphocytes à partir de la rate, des ganglions
mésentériques et des ganglions périphériques (inguinal, axial, brachial) de
souris normales et de souris CCR6 déficientes. Puis, nous avons procédé à
l’analyse phénotypique de ces cellules en cytométrie en flux à l’aide des
marqueurs CD44 et CD62L. Comme on peut le voir à la figure 7A, la
proportion de lymphocytes T mémoires, c’est-à-dire CD44+CD62LI0, est
similaire chez les deux souris dans ta rate ainsi que dans les ganglions
mésentériques. Cependant, cette proportion est plus faible dans les
ganglions périphériques de la souris CCR6’.
Comme nous n’avons remarqué qu’une diminution et non pas une absence
totale de lymphocytes T CD4 mémoires chez la souris CCR6’, nous avons
donc émis l’hypothèse selon laquelle seule une sous-population de cellules T
mémoires serait affectée par l’absence de CCR6. Nos études démontrent
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que, dans les organes non-lymphoïdes, l’expression des transcrits de CCL2O
est restreinte aux tissus cutanéo-muqueux (Figure 3A). Aussi, certaines
études réalisées chez l’humain ont montré que presque tous les CD4
mémoires aj3* (se rendant à l’intestin), ainsi qu’une bonne partie des CD4
mémoires CLA’ (se rendant à la peau), expriment CCR6 à leur surface.4473
Nous avons donc analysé ces deux sous-populations en cytométrie en flux à
partir de la rate et des ganglions de souris normales et CCR6’. Les résultats
obtenus montrent qu’il n’existe aucune différence statistiquement significative
entre les deux types de souris (Figure 7B).
Afin de déterminer quel pouvait être le facteur responsable de cette
diminution de la proportion des lymphocytes T CD4 mémoires chez la souris
CCR6’, nous avons comparé le taux de prolifération de ces cellules chez
des souris normales et CCR6’. Les souris ont été abreuvées avec de l’eau
supplémentée en BrdU pendant 10 jours et les sous-populations CD62LhI et
CD62LI0 de cellules CD4 furent analysées séparément puisque leur taux de
prolifération est différent.69 Les résuftats, obtenus par Isabelle Louis,
montrent que la proportion de cellules BrdU (ayant proliféré) parmi la
population CD4 CD62L’° est plus faible chez une souris CCR6’ (Figure 8).
Puisque la proportion de cellules apoptotiques parmi les populations CD4
CD62Lh1 et CD4 CD62LI0 est similaire chez les deux souris72, ces résultats
suggèrent que, chez une souris normale, les interactions CCL2O/CCR6
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régulent l’accumulation des cellules T CD4 mémoires en périphérie en
augmentant leur taux de prolifération.
4- Discussion
Les mécanismes et les molécules régissant l’entrée des progéniteurs
hématopoïétiques dans le thymus sont malheureusement encore inconnus.
Nous possédons toutefois un outil unique pour l’étude de tels phénomènes,
la souris LckOM. Comme il existe quelques études selon lesquelles l’entrée
des progéniteurs dans le thymus implique un mécanisme taisant intervenir
les chémokines7475, nous avons décidé d’analyser l’expression de quelques
chémokines et récepteurs de chémokines reconnus pour être exprimés dans
les organes lymphoïdes. Pour qu’une molécule soit considérée comme
candidate dans le développement thymique et extra-thymique, il fallait qu’elle
soit exprimée fortement au niveau du thymus B6 et des ganglions LckOM
tout en étant peu ou pas exprimée dans les ganglions B6 et la rate B6 et
LckOM. En effet, il n’y a pas de développement extra-thymique dans ces
derniers organes qui demeurent donc de «vrais» organes lymphoïdes
secondaires. Les résultats, présentés à la figure 2, montrent que seule
CCL2O possède le profil d’expression recherché. En effet, bien que CCL25
soit fortement exprimée dans un thymus normal, elle est presque absente du
ganglion LckOM. Ce profil d’expression corrèle bien avec le fait que les
cellules épithéliales thymiques sont la principale source de CCL2576 et
suggère que cette chémokine n’est pas impliquée dans le développement
extra-thymique observé dans le ganglion LckOM. Quelques différences
d’expression ont aussi été observées pour CCL2, CCL4, CCLJ7, CCL22,
CXCR4 et CCR9. Bien que ces variations mineures puissent avoir un impact
biologique significatif, elles n’ont pas été étudiées plus en détail. Nous
sommes toutefois en mesure d’expliquer que certaines des différences
observées entre les souris B6 et LckOM peuvent être causées par un
nombre supérieur de vaisseaux sanguins (CCL2, CCL4, CXCR4) et de
lymphocytes immatures (CXCR4, CCR9).777879’8° La production locale
d’oncostatin, cytokine de type 1h181’82, pourrait être responsable de la
diminution de l’expression de CCL17 et CCL22, chémokines associées aux
réponses Th2. En fait, il a déjà été démontré que l’expression de CCL22 est
diminuée par les cytokines de type Thi
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Afin de pouvoir véritablement considérer CCL2O comme molécule candidate
pour le recrutement des progéniteurs dans le ganglion LckOM, il fallait
s’assurer que l’augmentation d’expression de l’ARN messager de CCL2O
observée à cet endroit ne se produisait pas dans d’autres organes chez cette
souris. Pour ce faire, nous avons quantifié l’expression de CCL2O par RT
PCR dans divers tissus de la souris LckOM et nous avons comparé cette
expression avec celle obtenue dans les mêmes tissus pour une souris
normale. Les résultats obtenus sont présentés à la figure 3 et démontrent
que l’expression de CCL2O est bel et bien augmentée uniquement dans le
ganglion chez la souris LckOM. Une autre observation intéressante se
dégage de ces résultats. Le fait que le petit intestin soit un site potentiel de
développement extra-thymique84 et qu’il s’agit d’un tissu où l’expression de
l’ARN messager de CCL2O est forte laisse croire que celle chémokine
n
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pourrait en effet intervenir dans le développement des lymphocytes T, que ce
soit à l’intérieur ou à l’extérieur du thymus.
Nous avons aussi quantifié les transcrits de CCL2O dans les mêmes tissus
mais chez une souris déficiente en CCR6, le seul récepteur connu de CCL2O
jusqu’à présent (Figure 3). La seule différence statistiquement significative
que nous avons observée entre l’expression de l’ARN messager de CCL2O
dans les organes d’une souris normale par rapport à ceux d’une souris
CCR6’ se situe au niveau des intestins. Ces résultats corrèlent assez bien
avec les études publiées précédemment qui montrent que des souris
déficientes en CCR6 semblent tout à fait normales, la différence avec les
souris contrôles se situant dans la réponse aux pathogènes entériques et le
développement des plaques de Peyer.6885 Ceci soulève quelques
hypothèses : 1) Les cellules productrices de CCL2O sont des cellules
résidentes des organes et n’ont pas besoin d’un sïgnal passant par CCR6
pour se positionner correctement là où elles doivent exercer leur activité. Il a
récemment été démontré que ce sont les cellules stromales qui sont les
principales productrices de CCL2O dans le thymus B672 ce qui confirme en
partie cette hypothèse. 2) L’ARN messager de CCL2O est présent dans les
tissus de la souris CCR6’ mais il n’est pas traduit en protéine. Ce
phénomène a déjà été rapporté pour la chémokine RANTES/CCL5 dont
l’ARN messager est emmagasiné dans des réserves intracellulaires sans
qu’il y ait nécessairement de traduction en protéine.86 Des études en
n
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Western blot ou en immunohistochimie pourraient permettre de déterminer si
les niveaux d’ARN messager retrouvés dans les différents tissus de la souris
B6 et ceux de la souris CCR6’ se reflètent au niveau protéique et sont
effectivement comparables chez les deux souris.
Afin de déterminer si les interactions CCL2O/CCR6 jouent un rôle dans le
développement extra-thymique des cellules T chez la souris LckOM, nous
avons procédé à l’analyse de souris chimères hématopoÏétiques dont le
système immunitaire fut reconstitué avec un mélange 50:50 de cellules
d’origine CCR6OM et CCROE’OM. Les résultats présentés à la figure 4
indiquent que les cellules d’origine CCROE’ semblent posséder un avantage
sur les cellules d’origine normale en ce qui concerne soit leur prolifération,
soit leur capacité d’ensemencement de la moelle osseuse. Ceci étant vrai
peu importe que les cellules de la souris donneuse soient d’origine OM ou
non, ces résultats démontrent que l’interaction de CCL2O avec CCR6 n’est
pas essentielle dans le développement thymique ou extra-thymique des
cellules T. Ces résultats suggèrent par contre que CCL2O pourrait exercer
ses fonctions par l’intermédiaire d’un récepteur encore inconnu. En effet, il a
déjà été démontré que CCL2O pouvait déplacer la chémokine éotaxine,
possiblement en se liant avec une faible affinité au récepteur CXCR3. 87,88
L’étude de cet autre récepteur potentiel sera des plus utile afin de déterminer
avec certitude si CCL2O influence les étapes précoces du développement
des cellules T et si cet effet est médié par autre chose que CCR6.
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Nous avons décidé d’étudier la réponse à CCL2O par des lymphocytes
normaux car peu de données à ce sujet sont actuellement disponibles chez
la souris. Lorsque nous regardons les résultats obtenus pour les organes
lymphoïdes secondaires (rate et ganglions lymphatiques; Figure 5 B,C), nous
remarquons en général que la migration est très faible, sauf pour les cellules
B. Ces résultats sont en accord avec les études de Bowman et al. qui ont
démontré que les cellules B migrent légèrement plus en réponse à CCL2O
que les cellules T89 Au niveau du thymus (Figure 5A), tous les types
cellulaires sont capables de répondre à CCL2O. Il est difficile d’effectuer des
comparaisons avec la littérature puisque les études précédentes ne
concernent que l’ensemble des lymphocytes T et pas une sous-population en
particulier3237. Parmi tes cellules T, les CD4÷ semblent toutefois plus
susceptibles à l’effet de CCL2O que les cellules des autres compartiments T.
Bien que cette différence ne soit pas statistiquement significative pour le
nombre d’individus que nous avons étudiés (n=3), elle serait en accord avec
une étude réalisée chez l’humain qui mentionne que CCR6 est surtout
exprimé sur les cellules CD444.
Les résultats que nous avons obtenus pour les expériences de greffes
suggèrent que CCR6 n’est peut-être pas le seul récepteur de CCL2O. Nous
avons donc voulu savoir si des cellules isolées à partir de la souris CCR6
étaient en mesure de répondre à cette chémokine. Les résultats de
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chémotaxie présentés à la figure 5 montrent que oui, du moins en ce qui
concerne les thymocytes. À notre connaissance, nous sommes les premiers
à démontrer une réponse chémotactique des cellules de la souris CCR6’.
La principale différence entre les cellules d’origine B6 et celles d’origine
CCR6’ est que les cellules B (CDI9+) du thymus CCR6 sont sensibles à
CCL2O mais pas ceux de la périphérie. Ainsï, s’il existe un autre récepteur
fonctionnel pour CCL2O, celui-ci pourrait être exprimé uniquement dans le
thymus. Le fait que les cellules d’origine CCR6’ ne migrent que pour des
concentrations de CCL2O de lOnM peut signifier que cet autre récepteur
serait plus efficace, entraînant ainsi une réponse cellulaire pour des
concentrations 10 fois plus faibles de chémokine que celles requises par des
cellules normales. Au contraire, cela peut aussi indiquer qu’il pourrait être
désensibilisé plus rapidement.
Tous ces résultats suggèrent donc eux aussi la présence d’un autre
récepteur que CCR6 pour CCL20. Il est cependant difficile de déterminer si
ces faibles niveaux de migration sont significatifs. Néanmoins, une chose est
certaine : tous les types cellulaires présentant une réponse à CCL2O, que ce
soit ceux d’origine B6 ou ceux d’origine CCROE’, ont migré plus efficacement
sous l’effet de la chémokine que sous l’effet du milieu seul (contrôle négatif).
Nous pouvons donc considérer que les réponses obtenues sont réelles. Il
sera toutefois possible de confirmer ces résultats en mesurant le flux
calcique généré par CCL2O dans des cellules normales et d’origine CCR6
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déficientes. En effet, certaines études ont démontré qu’une élévation du
calcium intracellulaire pouvait survenir à des doses de chémokine pour
lesquelles nous n’avons pas observé de migration chez la souris B6.3’
Par la suite, nous avons voulu mieux caractériser la population de cellules T
CD4 qui répondait à CCL2O. Comme on peut le voir à la figure 6, il semble
qu’il s’agisse surtout de thymocytes immatures récemment sélectionnés
positivement (HSACD69) ou bien ayant complété leur maturation et prêts à
sortir du thymus (HSAtD69) mais ces différences sont statistiquement
significatives (p<O.1) uniquement pour une concentration de l000nM de
CCL2O. En périphérie, les cellules répondant à CCL2O sont en majorité des
lymphocytes T CD4 de phénotype mémoire (CD44’’). Ces résultats sont en
accord avec certaines études réalisées chez l’humain qui mentionnent que
CCR6 est surtout exprimé sur les cellules CD444 et que les réponses à
CCL2O sont limitées aux cellules mémoires.44’59
Comme ce sont les cellules mémoires/activées qui semblent mieux répondre
à CCL2O, nous nous sommes donc intéressés plus en détail à cette sous
population de lymphocytes T. Nous avons ainsi montré que la proportion de
cellules CD4 mémoires est plus faible dans les ganglions périphériques
d’une souris CCR6’ mais que ceci n’est pas attribuable à un changement
dans la proportion des sous-populations CLAP et
043jf (Figure 7). Nous
avons décidé d’étudier ces sous-populations pour deux raisons :1) nos
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études démontrent que, dans les organes non-lymphoïdes, l’expression des
transcrits de CCL2O est restreinte aux tissus cutanéo-muqueux (Figure 3A)
avec une différence significative entre la souris normale et la souris CCR6’
au niveau des intestins et 2) certaines études réalisées chez l’humain ont
montré que presque toutes les cellules T CD4 mémoires (se rendant à
l’intestin), ainsi qu’une bonne partie des cellules T CD4 mémoires CLAP (se
rendant à la peau), expriment CCR6 à leur surface.44’73 La raison pour
laquelle nous observons une diminution dans la proportion des lymphocytes
T CD4 mémoires uniquement dans les ganglions périphériques et non dans
la rate ou les ganglions mésentériques chez la souris CCR6’ n’est pas
encore claire. Néanmoins, ces résultats suggèrent que CCR6 n’influence pas
de façon spécifique les cellules T CD4+CD62LI0 destinées à migrer vers la
peau (cellules CLAP) ou vers les intestins (cellules a4Ç37j. Il serait cependant
intéressant de vérifier la présence de ces sous-populations directement à
l’intérieur de ces tissus, c’est-à-dire au niveau de l’organe «d’arrivée» et non
pas au niveau de l’organe de «départ». Ici, deux scénarios peuvent être
imaginés. 1) Malgré une production similaire de lymphocytes T CD4 CLAP et
04f37 chez les souris B6 et CCR6’, l’absence de CCR6 à la surface de ces
cellules les empêche de quitter les vaisseaux pour enter dans les tissus. 2)
Dans le cas où un récepteur fonctionnel autre que CCR6 puisse être présent
à la surface des cellules c’est plutôt l’absence de CCL2O qui ferait en sorte
que les lymphocytes T CD4a4f37 de la souris CCR6’ ne pourraient pas se
rendre à l’intestin. En effet, le petit intestin est le seul endroit où on observe
june diminution significative des transcrits de CCL2O dans la souris CCR6’
(Figure 3A). Ces hypothèses sont appuyées par les observations de Vârona
et al. qui ont montré qu’il y avait 2 fois moins de cellules T CD4 à l’intérieur
des plaques de Peyer chez une souris déficiente en CCR6.85
Par ailleurs, comme CCR6 est principalement exprimé sur des cellules de
type 1h-1 61,6264 il est aussi possible que les interactions CCL2O/CCR6
régulent spécifiquement la prolifération de cette sous-population de cellules T
CD4 mémoires. Ceci pourrait expliquer la plus faible proportion de cellules
BrdU que nous retrouvons parmi la population CD4CD62L’° (CD4
mémoires) chez la souris CCR6 déficiente (figure 8). Des études à ce sujet
seront d’ailleurs entreprises sous peu. Ainsi, nous tenterons de quantifier la
proportion de cellules productrices d’IFN-y et d’IL-4 dans un modèle de
réponse Th164 induit chez des souris normales et CCR6’.
En ce moment, nous tentons également de tester l’hypothèse selon laquelle
CCL2O pourrait posséder un récepteur alternatif. Nous avons commencé par
la méthode standard, c’est-à-dire par des essais de liaison entre des cellules
provenant d’une souris déficiente en CCR6 et une protéine CCL2O marquée
à l’iode radioactif. Comme cette protéine n’est pas disponible
commercialement pour la souris, nous avons dû ioder CCL2O nous-même.
Cette réaction permet d’ajouter une molécule d’iode sur les résidus tyrosïne
de la protéine en lui infligeant toutefois des torsions considérables. Lorsque
l’on regarde la séquence en acides aminés de CCL2O mutin (Figure 18 en
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haut) nous remarquons qu’il y a deux résidus tyrosine localisés tout près d
e
la séquence DCCL. Certains auteurs croient que ce motif est
impliqué dans
la liaison spécifique au récepteur9° alors il est possible que le
fait de créer
des torsions à cet endroit par l’ajout de molécules d’iode empêche
l’interaction de CCL2O avec le récepteur. Ceci pourrait expli
quer pourquoi
nous n’avons pas observé de liaison en utilisant cette technique.
Nous avons donc changé de stratégie et nous avons décidé
d’utiliser une
technique qui nous permettrait de procéder à l’analyse
des cellules liant
CCL2O par cytométrie en flux. Pour ce faire, nous avons
choisi d’exprimer
CCL2O dans des cellules eucaryotessous forme de protéine
de fusion avec
la green fluorescent protein (GFP). La protéine étant sécrétée, no
us
recueillons le surnageant de cellules transfectées avec n
otre construction
CCL2OGFP, nous l’appliquons directement sur des cellules
provenant de la
souris CCR6-I- puis nous analysons les cellules ayant lié l
a chémokine par
flux cytométrie. Ces expériences se sont toutefois révélé
es infructueuses,
probablement à cause de la faible affinité de liaison en
tre le monomère
CCL2OGFP et son récepteur.
Afin de pallier à ce problème d’affinité, nous avons d
écidé d’employer un
dimère de CCL2O sous forme de protéine de fusion entre
CCL2O et la portion
Fc de l’immunoglobuline humaine. Nous incuberons cette
protéine CCL2OFc
avec des cellules provenant d’une souris CCR6’ et n
ous analyserons par
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flux cytométrie les cellules ayant lié la chémokine. Par la suite, il nous sera
possible de faire un lysat à partir de ces cellules, d’immunoprécipiter le
complexe CCL2O/récepteur avec un anticorps anti-CCL2O puis de séquencer
la protéine associée. Finalement, l’identification de ce récepteur sera
effectuée par recherche bioinformatique.
En conclusion, la participation de CCL2O au développement des cellules T
demeure encore un peu nébuleuse. En effet, dans notre modèle de
chimères hématopoïétiques, on retrouve presque toujours une proportion
supérieure de cellules d’origine CCR6-I- et ce, peu importe qu’elles
proviennent d’un environnement permettant de générer des T thymiques
(cellules 0M-) ou des T extra-thymiques (cellules OM+). D’un côté, ces
résultats indiquent que les interactions CCL2O-CCR6 ne semblent pas
requises pour le développement thymique ou extra-thymique des
lymphocytes T. D’un autre côté, ces résultats, ainsi que ceux de chémotaxie,
laissent envisager la possibilité que l’action de CCL2O à ce niveau puisse
être médiée via un autre récepteur que CCR6. Les études permettant de
vérifier cette hypothèse sont en cours présentement.
Aussi, une souris transgénique surexprimant CCL2O sous le contrôle du
promoteur proximal p56Lck a été générée dans notre laboratoire. La.
surexpression sera donc limitée aux cellules T, plus particulièrement celles
du thymus. Nous espérons donc que l’étude de cette souris nous
renseignera davantage sur le rôle possible de cette chémokine dans le
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développement thymique et éventuellement, extra-thymique des ly
mphocytes
T.
Finalement, CCL2O est, à notre connaissance, la première moléc
ule pouvant
spécifiquement augmenter la prolifération des cellules T CD4 mé
moires via
son interaction avec le récepteur CCR6. Ceci représente un in
térêt majeur,
surtout lorsqu’on sait que les cellules CD44 mémoires
s’expandent
généralement moins bien et possèdent une durée de vie plus co
urte que des
CD8 mémoires.91
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6- Légendes et figures
Figure 1: Comparaison de la protéine CCL2O mutine et humaine au niveau
A) de la structure B) de la séquence en acides aminé& A) Représentation
stéréo tirée de la référence 33. 5) Séquence protéique adaptée de la
référence 31. Les acides aminés quï diffèrent entre la protéine murine (en
haut) et la protéine humaine (en bas) sont indiqués en jaune et les 4 résidus
cystéines conservés parmi la majorité des chémokines sont indiqués en bleu
clair.
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Figure 2: Expression de quelques chémokines et récepteurs de chémbkines
dans le ganglion LckOM. L’expression de 10 chémokines et de 9 récepteurs
de chémokines a été étudiée par RT-PCR semiquantitatif performé en
triplicata dans au moins 3 expériences indépendantes. A) et E) Le niveau
d’expression de l’ARNm d’intérêt comparativement au niveau d’expression
de la 18S (contrôle interne) a été estimé dans le thymus et les ganglions
mésentériques de la souris B6 et dans les ganglions mésentériques de la
souris LckOM. Les résultats sont montrés sous forme d’histogramme
comme étant la moyenne ± S.D. Le niveau d’expression dans les ganglions
B6 fut arbitrairement défini à 1 et l’expression relative dans le thymus B6 et.
les ganglions LckOM est montrée sous forme de ratio entre thymus
B6/ganglion B6 (rectangles blancs) et ganglion LckOM/ganglion B6
(rectangles noirs), respectivement. C) Phosphoimagerie de l’expression de
CCL2O (CCL2O÷18S représenté en triplicata). Résultats par Gaèl Dulude
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Figure 3: Expression des transcrits de CCL2O dans les organes A) non
lymphoïdes et B) lymphoïdes. L’expression de I’ARNm de CCL2O a été
estimée dans les différents organes des souris B6 (rectangles blancs),
LckOM (rectangles noirs) et CCR6 (rectangles gris) par RT-PCR
semiquantitatif. Les résultats sont présentés sous forme de ratio entre
l’expression de CCL2O et celle du contrôle interne (18S) et représentent la
moyenne ± S.D. de 3 à 9 individus indépendants par organe. pi=petit intestin,
gi=gros intestin. §: p<O.05
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Figure 4: CCL2O régule J’accumulation des cellules T CD4+ dans les
organes lymphoïdes secondaires. A) Le système immunitaire de souris
receveuses B6 thymectomïsées et irradiées fut reconstitué avec un mélange
50:50 de cellules de moelle osseuse T-déplétée provenant de souris
donneuses CCR6 (OMLy5.1, cercles blancs) et CCR6’ (OMLy5.î,
cercles noirs). B) Le système immunitaire de souris receveuses B6 non
thymectomisées et irradiées fut reconstitué avec un mélange 50:50 de
cellules de moelle osseuse T-déplétée provenant de souris donneuses
CCR6 non transgéniques pour l’oncostatin (OM-Ly5.1, cercles blancs) et
CCR6’ (OM-Ly5.1, cercles noirs). A) et B): Proportion des cellules T
d’origine CCR6 et CCR6’ dans la moelle osseuse et les organes
lymphoïdes des souris receveuses (moyenne ± S.D. de deux expériences
indépendantes comprenant 6 souris par groupe). Les symboles statistiques
*) réfèrent à la proportion de cellules d’origine CCR6 versus CCR6’ au
cours des différentes étapes de différentiation. La flèche indique
l’augmentation significative de la proportion de cellules T CD4 CCR6
présentes dans l’organe lymphoïde secondaire (rate) comparativement à
l’organe lymphoïde “primaire” (thymus B6 et ganglion LckOM). §, p < 0.05;
,
p < 0.01; * <0.001. Résultats par Isabelle Louis
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Figure 5: Migration générale en réponse à CCL2O. Les cellules provenant
des organes totaux de souris B6 et CCR6’ furent incubées dans des
chambres Transwell en présence de milieu seul ou de diverses quantités de
CCL2O (nM) puis les cellules ayant traversé le filtre furent analysées par flux
cytométrie. Les résultats sont montrés pour A) le thymus, B) les ganglions
lymphatiques et C) la rate et représentent le pourcentage de cellules de
chaque sous-population ayant migré sous l’effet de CCL2O (une expérience
représentative sur 3). La formule utilisée est la suivante : [(nombre de
cellules après la migration à CCL2O - nombre de cellules après la migration
au milieu seul)/nombre de cellules au départ] xlOO et est calculée en fonction
de chaque sous-population.
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Figure 6: Migration en réponse à CCL2O d’une sous-population de cellules
T. Les cellules T CD4 provenant des organes totaux de souris B6 furent
isolées par déplétion des cellules T CD8 et des cellules B à l’aide de billes
magnétiques. Les cellules CD4 furent ensuite incubées dans des chambres
Transwell en présence de milieu seul ou de diverses quantités de CCL2O
(nM) puis les cellules ayant traversé le filtre furent analysées par flux
cytométrie. Les résultats sont montrés pour A) le thymus, B) les ganglions
lymphatiques et C) la rate et représentent le pourcentage de cellules de
chaque sous-population ayant migré sous l’effet de CCL2O (une expérience
représentative sur 3). La formule utilisée est la même que pour la figure
précédente.
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Figure Z: Analyse phénotypique des cellules T CD4 mémoires A) totaux et
B) CLAP et a374. Les cellules T CD4 provenant de la rate, des ganglions
mésentériques et des ganglions périphériques de souris B6 et CCR6’ furent
isolées par déplétion des cellules T CD8 et des cellules B à l’aide de billes
magnétiques. Les cellules CD4 furent ensuite marquées avec les anticorps
anti-CD44 (cellules mémoires), anti-CLA (cellules CLAP) et anti-LPAM
(cellules a4137) puis analysées par flux cytométrie (n3 individus
indépendants).
)
xxv
A)
20 -
+ DRateB6
U Rate CCR6-I-
O D Ganglion périph. B6
D Ganglion périph. CCR6-I-
D Ganglion mésent. B6
• Ganglion mésent. CCR6-!-
C)
•
o
B)
+
O 0
0 .
00
=G)
C.)
w
CD4+ mémoires totaux
30
25
20
15
10
o
C LA+ LPAM+
xxvi
Figure 8: Des souris CCR6’ (rectangles noirs) et CCR6 (rectangles
blancs) non transgéniques pour l’oncostatin (0M-) furent abreuvées avec de
l’eau supplémentée en BrdU pendant 10 jours. La proportion de cellules
BrdU parmi les splénocytes CD4+CD62LI0 et CD4+CD62Lhi est représentée
(moyenne ± S.D. de une expérience comprenant 4 souris par groupe).
§, p <0.05. Résultats par Isabelle Louis
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